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序列 优化 的 小 鼠 IL-33 基因 在 哺乳 动物 细胞 中 的 有 效 分 泌 


表达 
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(1 昆明 医科 大 学 昆明 650500 2 中 国医 学 科学 院 / 北 京 协 和 医学 院 医学 生物 学 研究 


(3 云南 省 重大 传染 病 疫 苗 研 发 重点 实验 室 昆明 650118 4 云南 省 重大 传染 病 疫 苗 


程 技术 研究 中 心 昆明 650118 ) 


摘要 AA: 白细胞 介 素 (IL)-33 具有 重要 的 免疫 调控 作用 ， 在 疾病 中 扮演 着 重要 的 角色 。 
本 文昌 在 通过 基因 优化 实现 IL-33 在 哺乳 动物 细胞 中 的 高 效 表达 , 为 疾病 机 理 研究 以 及 疫苗 
免疫 佐 剂 应 用 等 提供 基础 。 方 法 : 根据 小 鼠 白 细胞 介 素 -33 成 熟 肽 (mIL-33) 的 氨基 酸 序列 ， 


以 哺乳 动物 细胞 基因 表达 密码 子 偏好 性 进行 基因 优化 设计 ;化 学 合成 优化 的 mIL-33 基因 
段 ， 通 过 搭桥 PCR 将 编码 人 CD8a 信号 肽 的 核酸 序列 分 别 与 优化 或 未 优化 的 mIL-33 基因 


LL 
HL 


fe, 并 与 绿色 荧光 蛋白 (EGFP) 基因 分 别 构建 到 双 表 达 单 元 质粒 pBudCE4. 1 的 不 同 启动 子 下 ; 


重组 质粒 经 lipofectamine 3000 和 PEI #242 293FT 细胞 ;以 Western blot 和 ELISA 检测 


重组 蛋白 的 表达 ;收集 表达 的 mTL-33 HAG EAH fd Raw264. 7, ELISA 检测 培养 上 清 的 TNF a 
水 平 ， 以 证 明 IL-33 的 生物 学 活性 。 结 果 : 重 组 质粒 经 酶 切 鉴 定 及 测序 分 析 证 实 构建 成 功 ; 


lipofectamine 3000 转 染 效率 较 PEI 转 染 更 高 ; Western blot 和 ELISA 结果 显示 密码 子 优 


化 的 mIL-33 表达 水 平 较 未 优化 序列 更 高 ， 在 EF-1 a 启动 子 和 CMV 启动 子 指导 下 mIL-33 
293FT 细胞 表达 水 平 相当 

密码 子 优化 操作 显著 改善 了 mIL-33 在 哺乳 动物 细胞 中 的 表达 水 平 , 为 进一步 研究 莫 定 了 
础 。 

关键 词 表达 优化 白细胞 介 素 -33 成 熟 肽 AIL-33) 293FT 


在 


， CD8 a 信号 肽 成 功 引导 mIL-33 的 分 泌 , 产物 具 生 物 学 活性 。 结论 : 


基 


白细胞 介 素 (IL)-33 最 初 是 由 Baekkevold 从 高 内 皮 细 胞 中 分 离 得 到 ， 在 2005 年 被 
Schmitz 证 实 为 IL-1 家 族 的 新 成 员 " ,广泛 存在 于 多 种 组 织 细胞 中 , 并 作为 一 种 具有 核定 位 
和 分 泌 双 功能 的 因子 ， 主 要 参与 免疫 应 答 启 动 及 Thl/Th2 型 免疫 的 调节 ”"。 正 常情 况 下 ， 
IL-33 定位 于 细胞 核 中 ， 对 应 的 完整 长 度 蛋白 的 分 子 量 约 为 30kKD， 发 挥 转录 因子 调控 功能 。 


HAT! 
HH TI 
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当 组 织 细胞 遭受 损伤 等 压力 时 ， 具 有 生物 学 活性 的 IL-33 成 熟 片段 以 特殊 的 、 非 传统 信号 肽 
介 导 的 机 制 分 泌 到 细胞 外 ， 通 过 结合 其 特异 受 体 ST2， 发 挥 细 胞 因子 功能 。IL-33 因 感 受 外 
界 刺激 而 激发 下 游 免疫 应 答 ， 被 认为 是 组 织 的 “警报 素 ””。IL-33 可 诱导 固有 淋巴 细胞 2 
型 (ILC2)、M2、 及 Th2 等 2 型 免疫 细胞 应 答 ， 并 作用 于 嗜 中 性 、 嗜 酸性 粒 细 胞 ， 起 始 和 促 
进 炎 症 发 生 ; 此 外 ，IL-33 也 可 促进 Thi /CTL 免疫 应 答 的 产生 ， 从 而 在 抗 病毒 及 抗 肿瘤 细胞 
免疫 中 发 挥 重要 作用 。 然 而 ， 近 年 的 研究 发 现 ，IL-33 在 髓 源 抑 制 细胞 (MDSC》〉 的 分 化 增殖 
及 向 肿瘤 组 织 的 浸润 中 发 挥 重要 作用 , 因此 在 肿瘤 免疫 抑制 微 环境 形成 与 发 展 中 又 扮演 了 重 
要 角色 。 介 于 IL-33 具有 多 重 功能 ， 在 固有 免疫 和 适应 性 免疫 中 发 挥 着 重要 调节 作用 “ 
其 在 肿瘤 ` 炎 症 、 自 身 性 疾病 和 心肺 疾病 等 特定 疾病 中 实际 发 挥 的 作用 及 机 制 仍 未 完全 清楚 ， 
需要 进一步 探索 。 

考虑 到 IL-33 实际 发 挥 的 作用 与 具体 所 处 组 织 、 病 理 环境 、 疾 病状 态 ， 即 表达 的 时 空 性 
密切 相关 。 本 研究 旨 在 通过 基因 优化 的 方法 在 哺乳 动物 中 实现 小 鼠 IL-33 成 熟 蛋白 的 高 效 分 
泌 表 达 ， 为 特定 疾病 模型 背景 下 、 实 现 控制 性 的 IL-33 表达 、 以 研究 探讨 其 作用 发 挥 及 免疫 
影响 因素 提供 基础 ， 同时 ， 也 为 将 其 应 用 于 核酸 疫苗 及 载体 疫苗 、 促 进 抗 病毒 或 抗 肿瘤 细胞 
免疫 应 答 提供 条 件 。 


mo 


1 ”材料 与 方法 

1.1 质粒 、 菌 株 及 细胞 系 

具有 双 表 达 单 元 的 质粒 pBudCE4.1 购 自 Invitrogern 公司 。 大 肠 杆菌 (& coli) DH5 a 
购 自 北京 全 式 金 生 物 技术 有 限 公 司 。 人 胚 芭 细胞 系 293FT 细胞 由 本 室 (中 国医 学 科学 院 医 学 
生物 学 研究 所 分 子 免疫 实验 室 ) 保存 ,小 鼠 巨 吻 细 胞 系 (Raw264. 7) 由 昆明 医科 大 学 第 二 附属 
医院 陈 斌 老师 惠 


的 
H o 


v 


^| 


1.2 主要 试剂 

DNA marker. Taq 多 聚 酶 、T, DNA 连接 酶 、 限 制 性 内 切 酶 购 自 大 连 TaKaRa 公司 ;质粒 
提取 试剂 盒 和 DNA. 凝 胶 回收 试剂 盒 购 自 北 京 天 根 生化 科技 有 限 公 司 ; 免 抗 IL-33 多 克隆 抗 
体 及 HRP 标记 羊 抗 兔 IgG 购 自 美国 Santa Cluz 公司 ; 显 色 底 物 Pierce ECL 购 自 美国 
Thermo 公司 ; 生物 素 标 记 的 羊 抗 鼠 IL-33、TNF- a 抗体 购 自 eBioscience AA; 辣 根 过 氧 
化 物 酶 标记 Streptavidin Ul E 28 z X E VIBCR 4 8] TMB 单 组 分 显 色 液 购 自 Solarbio 公司 ; 


IL-33 标准 品 购 自 Peprotech 公司 ; lipo-fectamine 3000 转 染 试剂 购 自 Invitrogen A 


C— 


Hj]; PEL f£ JJ BUE Proteintech 公司 ; DMEM 培养 基 、 新 生 胎 牛 血清 购 自 Biological 
Industries 公司 。 
1.3 IL-33 不 同 基 因 序列 与 引物 的 设计 

根据 Genebank 中 登录 的 氨基 酸 序 列 [AY905582. 1]， 通 过 哺乳 动物 细胞 密码 子 偏好 设 
计 优 化 的 小 鼠 成 熟 IL-33 的 基因 序列 ， 设 计 过 程 中 避免 稀有 密码 子 (氨基 酸 同 义 密码 子 的 使 
用 频率 一 0. 1) 和 构建 过 程 中 使 用 的 内 切 酶 位 点 ， 尽 量 选用 最 偏好 密码 子 。 优 化 及 未 优化 的 野 


生 型 基因 序列 由 生 工 生物 


是 核定 位 蛋 


程 (上 海 ) 股份 有 限 公司 合成 ， 并 克隆 于 质粒 pUC57。 全 长 IL-33 
白质 ， 仅 由 应 激 细胞 释放 ， 因 此 通过 将 编码 人 CDS a 信号 肽 序列 的 核 音 酸 序 列 


[NM 171827. 3] 5 mIL-33 (S109 至 1266) 序列 通过 搭桥 PCR 融合 ， 然 后 连接 至 pBudCE4. 1 


载体 。 另 外 ， 


根据 GenBank 


列 在 上 海 生 物 工程 有 限 公 司 合 成 ， 见 表 1。 


表 1 PCR 引物 序列 


-Jj 登录 的 氨基 酸 序列 号 [LC008492. 1] 设计 EGFP 引物 ， 引 物 序 


Tab 1. Primers used for the amplification of CD8 a *mIL-33 and EGFP gene 

sequences 
引物 名 称 引物 序列 (5' —3' ) 酶 切 位 点 
IL-33-F, CTGCAGGCCACCATGGCCTTACCAGTGACCGCCTTGCTCCTGCCG Pst I 
IL-33-F, GTGACCGCCTTGCTCCTGCCGCTGGCCTTGCTGCTCCACGCCGCC 
IL-33-F, GCCTTGCTGCTCCACGCCGCCAGGCCGAGCATCCAAGGAACTTCACTT (Not optimized) 
IL-33-F, GCCTTGCTGCTCCACGCCGCCAGGCCGAGTATTCAAGGCACCAGCTTG (optimized) 
IL-33-R, GGATCCTTAGATTTTCGAGAGCTTAAACATAATATTGTTGCAGCTC (Not optimized) BamH I 
IL-33-R, GGATCCTCAGATTTTGCTCAGCTTGAACATGATGTTGTTGCAGCTC (optimized) BamH I 
IL-33-F, GGTACCATGGCCTTACCAGTGA Kpn I 
IL-33-R AGATCTTCAGATTTTGCTCAGCTTGAAC Coptimized) Bgl II 
EGFP-F GGTACCGCCACCATGGTGAGCAAGGG Kpn I 
EGFP-R AGATCTTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA Bgl II 


TE: 黑体 下 划 线 为 酶 切 位 点 


1.4 CD8a + 


mIL-33 及 EGFP 基因 的 扩 增 


以 pPUC57/IL-33 (Not optimized) 为 模板 ，IL-33-F,，IL3-3-F，，IL-33-F,，IL-33-R， 
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为 引物 进行 PCR 扩 增 。 以 pUC57/IL-33 (optimized) AH, IL-33-F,, IL-33-F, , 


IL-33-F,，IL-33-R 为 引物 进行 PCR 扩 增 。 两 个 扩 增 分 别 获得 可 克隆 于 pBudCE4. 1 质粒 Pow 


下 指导 表达 的 优化 与 未 优化 


30sec，60'C 退 火 30sec, 7 


的 IL-33 基因 片段 。 反 应 条 件 为 : 95'C 预 变性 3 min，95C 变 性 


2C 延 伸 1 min，34 个 循环 ，72C 延 伸 10 min，12'C 保 持 。PCR 


扩 增 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 


电泳 进行 鉴定 。 另 外 以 构建 的 pbpBudCE4. 1/ CD8 a *mIL-33 (Pay) 


为 模板 ， 以 IL33-F,. IL33-R 为 引物 进行 PCR 扩 增 ， 获 得 可 克隆 于 pBudCE4. 1 ERE P aa P 


导 下 的 优化 的 1L-33 基因 片 


火 30sec，72C 延 伸 1 min 


段 。 反 应 条 件 为 : 95C 预 变性 3 min，95C 变 性 30sec，55C 退 


，34 个 循环 ，72C 延 伸 10 min，12C 保 持 。 


以 pLvcT 为 模板 ， 采 用 EGFP-F, EGFP-R 为 引物 进行 PCR 扩 增 获得 可 插入 pBudCEA. 1 


质粒 处 于 Pw, 指导 下 表达 的 EGFP 基因 。 反 应 条 件 : 95C 预 变性 3 min，95C 变 性 30sec, 


60°CiB-K 30sec, 72°C 延伸 


1 min, 34 MJER, 72°C HEH 10 min, 12°C HF. PCR 扩 增 产 


物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 ; 


1.5 表达 mIL-33 和 EGFP 的 


将 pBudCE4. 1 质粒 分 别 


行 鉴 定 。 


重组 质粒 的 构建 及 鉴定 
经 Pst I + BamHI 和 Kpn I + Bgl Il 双 酶 切 ， 以 同样 双 酶 切 处 


理 PCR 扩 增 的 CD8 a +mIL-33 和 EGFP 片段 ,经 胶 回 收 后 ,质粒 载体 与 基因 片段 在 T, DNA. XE 
接 酶 作用 下 16'C 连接 过 夜 ， 转 化 DH5 a 感受 态 细胞 ， 涂 布 于 含 Zeocin 的 LB 琼脂 平板 ， 
37C 过夜 培养 后 挑 取 单 菌落 ， 摇 菌 并 提取 质粒 。 将 提取 的 质粒 分 别 用 Pst I+ BamH I 和 
Kpn I + Bgl II 进行 双 酶 切 并 以 1% 琼脂 糖 电泳 鉴定 ， 重 组 质粒 送 生 工 生物 工程 (E) 股 
份 有 限 公司 进行 DNA 测序 分 析 。 


pBudCE4. 1， 获 得 共 表 达 mIL 


。) (图 1)。 将 CD8a +mIL-33 的 基因 片段 克隆 到 质粒 pBudCE4. 1 的 EF-1 a 启动 子 表 达 单 


具体 的 构建 包括 ， 将 CD8 a + mIL-33 和 EGFP 的 基因 片段 克隆 到 具有 双 表 达 单 元 的 质粒 


-33 和 EGFP 的 质粒 pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (Pay) /EGFP (Px; 


元 中 ， 获 得 表达 mIL-33 的 质粒 pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (Pei) (图 2). 


EGFP 


Pst1 ) 


CD8a 
Hina m 
Pst S088? | 


^ pB ud C E4.1 E miL33 ( Not optimied / optimied ) 


4595 bp 


BamH | 
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图 1 基于 pBudCE4. 1 的 共 表 


Fig.1 The construction map of recombi 
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达 mIL-33 和 EGFP 的 重组 质粒 


nant pBudCE4. 1 co-expressing mIL-33 and 


EGFP 


CD8a 


图 2 基于 pBudCE4.1 的 表达 mIL-33 的 重组 质粒 


Fig.2 The construction map of recombinant pBudCE4. 1 expressing mIL-33 


1.6 重组 质粒 转 染 293FT 细胞 


293FT 细胞 培养 于 含 10% 新 生 牛 血清 及 19 青霉素 - 链 霉 素 的 DMEM 培养 基 ， 转 染 前 一 
天 按 1X10 “个 / 孔 铺 于 6 FLAK, 37°C, 5% CO ， 培 养 。 接 种 细胞 至 70-80% 汇 合 度 时 转 染 ， 


Opti-MEM 稀释 lipofectamine 3000 (7.5u1/4L) 以 及 质粒 (2.5ug/FL), #1 1:1 混合 


lipofectamine 3000 FIR AiR REY, SRA 15mi 


释 PEL 转 染 试剂 C7. 5u e/FL) 以 及 质粒 〈2.5 


n 后 加 入 细胞 培养 液 中 ;同样 ，0pti-MEM ffi 
ug/fL), 1:1 混合， 孵育 15min 后 加 入 细胞 


培养 液 中 。 转 染 表 达 mIL-33 和 EGFP 的 重组 质粒 ， 以 质粒 空 载体 为 对 照 ， 并 设 空 白 对 照 〈 除 
不 加 质粒 外 与 其 他 孔 操 作 相同 ) ， 转 染 24h. 48h 后 荧光 显微镜 下 观察 ，48h 收集 细胞 及 培养 


Lis. 


1.7 £28 AIA AY TE 


1.7.1 Western blot 


收集 细胞 培养 上 清 后 用 RIPA RAEI A 


HA, 28 12% SDS-PAGE 分 离 蛋白 后 , 转移 至 


PVDF 膜 ， 恒 压 (20 V) 转 膜 1 h， 以 含 5 % 脱 脂 奶粉 的 TBS (50 mmol/L Tris, pH 7.2) 室温 


封闭 2 h， 加 入 免 抗 鼠 IL-33 多 克隆 抗体 (1 : 1000 稀释 )，4 CRAIR, DI HRP 标记 的 羊 


抗 免 二 抗 ( 按 1:8000 稀释 ) WIE 1 h, 


洗 膜 后 ECL 化 学 发 光 法 曝光 显影 。 
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1.7.2 ELISA 
ELISA 采用 夹心 法 按 Ebioscience 公司 产品 说 明 进 行 。 简 单 过 程 如 下 ， 用 稀释 好 的 
IL-33 捕获 抗体 (1: 250) 包 被 96 孔 板 ，50u17 孔 ， 于 湿 盒 中 4 CHANA; MH PBST 


CE 


0. 5%o 的 Tween20 ff] PBS, pH 7.2) 洗涤 3 次 ， 加 入 含 2% BSA 的 PBST 室温 封闭 2 h; 

PBST 洗涤 3 次 ， 加 入 收集 的 293FT 细胞 及 上 清 样品 CI:100 稀释 )， 同 时 设置 标准 曲线 ， 
室温 下 孵育 Lh; PBST 洗涤 3 次 ， 加 入 生物 素 化 标记 的 三 抗 (1 : 250 EO, 3T'CÍEH 2 
h; 加 入 羔 根 过 氧化 物 酶 标记 Streptavidin (1 : 10 000 稀释 )，37 'C 作 用 Lh; 用 PBST 洗 
Wk 3 次 ， 加 入 TMB 单 组 分 显 色 液 ， 室 温 避 光 孵 育 10-30 min, DA 50u 1/ fL 1M 的 硫酸 溶液 


终止 反应 ， 在 450nm 测 吸光 值 。 


1.8 mIL-33 的 生物 活性 检测 

用 系列 稀释 的 商业 化 的 重组 小 鼠 IL-33 和 细胞 表达 的 成 熟 形式 的 mIL-33， 分 别 刺激 培 
养 的 Raw264. 7 巨星 细胞 (浓度 为 1X10Vml) ， 培 养 12 h 后 ， 收 集 上 清 ， 以 ELISA 检测 上 
清 中 TNF-a 的 表达 水 平 ， 并 计 算 mIL-33 的 半 最 大 效应 (EC50) 值 。ELISA 采用 夹 


心 法 按 Ebioscience 公司 产品 说 明 进行 ， 实 验方 法 同上 (1.7.2). 


2. 结果 
2.1 编码 mIL-33 蛋白 的 基因 优化 

依据 IL-33 蛋白 的 氨基 酸 序列 ， 按 哺乳 动物 细胞 表达 的 偏爱 密码 子 进行 编码 ,获得 优化 
的 IL-33 基因 序列 ， 相 应 的 IL-33 优化 前 序列 和 优化 后 序列 比 对 见 表 2。 为 了 分 析 基 因 序 列 
密码 子 不 同 分 布 情况 和 蛋白 表达 水 平 之 间 的 关系 ， 首 先 经 在 线 网 站 


(http://www. enscript. com/cgi-bin/tools/codon req table) 引用 IL-33 密码 子 的 使 用 频 


率 表 ， 然 后 通过 网 站 (http://www. genscript. com/cgi-bin/tools/rare codon analysis) 
分 析 mIL-33 基因 序列 密码 子 在 哺乳 动物 细胞 中 的 使 用 分 布 情况 ， 横 坐标 密码 子 质量 显示 偏 
好 性 (图 3)。 此 外 ， 通 过 网 站 (http://rna. tbi. univie. ac. at/) 预测 mRNA jÆ A AB. 
并 进行 GC 含量 分 析 ， 结 果 见 表 3。 优 化 的 基因 有 超过 80% 的 密码 子 为 最 偏好 密码 子 ， 而 质 
量 等 级 在 70 以 上 的 密码 子 占 了 95% 以 上 ， 而 未 优化 序列 分 别 为 45% 左 右 和 65%， 且 有 较 稀 有 
密码 子 。 优 化 的 序列 具有 更 高 的 GC 含量 且 分 布 均匀 , 而 较 低 的 自由 能 显示 更 高 的 mRNA 稳定 
性 。 


C— 


# 2 IL-33 基因 优化 与 否 的 序列 对 比 


Table2 Comparison of optimized and not optimized IL-33 gene sequences 


Series number Sequences 
N-1 AGCATCCAAGGA ACTTCACTTTTA | ACACAGTCTCCT | GCCTCCCTGAGT ACATACAATGAC 
0-1 AGTATTCAAGGC | ACCAGCTTGCTG ACCCAGAGCCCG GCCAGCCTCAGC ACCTACAACGAC 
A S I Q G T SLL T QS P A S LS T YN D 
N-61 CAATCTGTTAGT  TTTGTTTTGGAG | AATGGATGTTAT | GTGATCAATGTT | GACGACTCTGGA 
0-61 CAAAGCGTCAGT | TTCGTGCTGGAG AACGGTTGCTAC GTCATCAACGTG GACGACAGCGGC 
A Qs V S F VLE N GC Y VIN V D D SG 
N-121 AAAGACCAAGAG CAAGACCAGGTG CTACTACGCTAC TATGAGTCTCCC TGTCCTGCAAGT 
0-121 AAGGACCAGGAG CAAGACCAGGTG TTGCTACGCTAC TATGAGAGCCCA TGCCCCGCCAGC 
A K D QE QDQ V L LR Y Y E SP C PASS 
N-181 CAATCAGGCGAC |. GGTGTGGATGGG AAGAAGCTGATG GTGAACATGAGT CCCATCAAAGAC 
0-181 CAGAGCGGCGAC GGCGTGGACGGT AAGAAGCTGATG GTGAACATGAGC CCAATCAAGGAC 
TT A QS 6 D G VDG K K L M V NM S P IK D 
2 N-241 ACAGACATCTGG CTGCATGCCAAC GACAAGGACTAC TCCGTGGAGCTT CAAAGGGGTGAC 
1 0-241 ACCGACATCTGG | CTGCACGCCAAC GACAAGGACTAC AGCGTCGAGCTG CAACGCGGCGAC 
( A T DIW L HAN D KDY S VEL Q R G D 
> N-301 GTCTCGCCTCCG GAACAGGCCTTC TTCGTCCTTCAC AAAAAGTCCTCG GACTTTGTTTCA 
» 0-301 GTGAGCCCACCA GAACAAGCCTTC TTCGTGCTGCAC AAGAAGAGCAGT GACTTCGTGAGT 
* A V S PP E QAF F V L H K K S S DF VS 
CO N-361 TTTGAATGCAAG AATCTTCCTGGC ACTTACATAGGA | GTAAAAGATAAC CAGCTGGCTCTA 
0-361 TTCGAGTGCAAG AACCTACCCGGC ACCTACATCGGT GTGAAGGACAAC CAGCTGGCCCTG 
A FE CK N LPG T YIG V K DN QLAL 
N-421 GTGGAGGAGAAA | GATGAGAGCTGC AACAATATTATG TTTAAGCTCTCG AAAATCTAA 
0-421 GTAGAGGAAAAG | GACGAGAGCTGC AACAACATCATG | TTCAAGCTGAGC AAAATCTGA 
A VE EK DE SC N N I M F KLS K I 


= N: Not optimized 


% codons 


0: Optimized A: 


Codon Quality Distribution 


2-8 -a 


quality class 


Amino acid 


Optimized Codon Quality Distribution 
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3 n1L-33 不 同 基因 序列 在 哺乳 动物 细胞 中 的 密码 子 质量 等 级 分 布 情况 


Fig. 3 Codon quality class distribution of different gene versions of mIL-33 


for expression in Mammalian cells 


表 3 不 同 mIL-33 基因 序列 特征 分 析 


Table 3 Structure characteristics of mRNA transcribed from different mIL-33 gene 


versions 
mlL-33(Not optimized) mIL-33(Optimized) - 
Folding free energy(kcal/mol) - 166.67 -191.52+ 
GC% 48% 58% « 


2.2 重组 表达 质粒 鉴定 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 显 示 ， 重 组 表达 质粒 pBudCE4. 1/CD8 a + 


mIL-33/EGFP, pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 的 双 酶 切 (Pst I + BamH I Æ Kpn I+ Bgl ID j* 
物 分 别 可 见 550bp 左右 的 条 带 和 750bp 左右 的 条 带 , 大 小 与 预期 的 CD8 a mIL-33 552bp 及 
EGFP 738bp 分 子 量 相符 ， 见 图 4。 测 序 结果 证 实 编码 CD8 a + mIL-33 和 EGFP 蛋白 的 基因 片 


段 正确 搬入， 序列 正确 。 
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(a) (b) (c) 
4 重组 质粒 的 酶 切 鉴 定 

Fig. 4 Identification of recombinant plasmid by restriction enzyme digestion 
(a) M: DNA marker DL10000; 1: Plasmid pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (Not optimized) (Poy) 
digested by Pst [+ BamH I ; 2: Plasmid pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (optimized) (Pay) 
digested by Pst I+ BamH I (b) 1: Plasmid pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (optimized) (Py, 
a) digested by Kpn I + Bgl II (c) 1: Plasmid pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (Not optimized) 
(Paw) /EGFP (Piia) digested by Kpn Į + Bgl II; 2: Plasmid pBudCE4. 1/CD8 a + 


mIL-33( optimized) (Pay) /EGFP(P,;;.) digested by Kpn I + Bgl II 


2.3 重组 表达 质粒 转 染 293FT 细胞 的 结果 

将 空 质粒 pBudCE4.1 及 重组 质粒 pBudCE4. 1/CD8a+ mIL-33 和 pBudCE4. 1/CD8 a + 
mIL-33/EGFP 转 染 293FT 细胞 ， 分 别 于 24h, 48 h， 荧 光 显 微 镜 下 观察 到 绿色 荧光 ， 且 随 
着 时 间 的 延长 ， 荧 光 细 胞 比例 增多 。 结果 显示 Lipofectamine 3000 较 PEI 转 染 效率 更 高 ， 
如 图 5 所 示 。 


C1-24h C2-24h D1-48h 


5 荧光 显微镜 观察 真 核 表达 载体 转 染 293 FT. 细胞 


201812.00057v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Fig.5 Observation of eukaryotic plasmids transfection into 293FT cells 
with fluorescence microscope 


A.B: pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33/EGFP with Lipofectamine 3000 


C.D: pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33/EGFP with PEI; 


1: Fluorescence fields; 2: Fluorescence fields and clear fields superposition 


2.3 表达 产物 的 鉴定 

以 Western blot 分 析 转 染 后 293FT 细胞 的 裂解 液 样品 。 结 R 显 示 ，pBudCE4. 1/ 
CD8a+ mIL-33 (Not optimized/optimized ) (Pay)/EGFP, pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 
Coptimized) (Py...) 质粒 转 染 的 细胞 在 预期 的 目的 蛋白 位 置 都 可 见 明显 的 mIL-33 特异 反应 
条 带 ， 而 转 染 质粒 pBudCE4. 1 对 照 中 没有 相应 的 条 带 ( 图 6) 。 优 化 序列 质粒 转 染 细胞 的 
mIL-33 表达 较 未 优化 质粒 转 染 明显 增强 ， 且 优化 序列 在 EF-1 a 启动 子 表达 单元 与 CMV 启动 
子 表 达 单 元 表达 水 平 相当 。 


kDa 
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70 


50 
40 


30 


25 


6 Western blot 检测 重组 mIL-33 蛋白 在 293FT 细 中 的 表达 
Fig.6 Detection of recombinant mIL-33 protein in 293FT cell with Western blot 
1: pBudCE4.1 alone; 2: pBudCE4.1/CD8a+ mIL-33(Not optimized) (Pay) /EGFP; 
3: pBudCE4. 1/CD8 a + mIL-33 (optimized) (Poy) /EGFP; 4: pBudCE4.1/CD8a+ mIL-33 


Coptimized) (Praa); 


以 ELISA 分 别 检测 转 染 细胞 培养 上 清 及 细胞 裂解 液 样品 。 结 果 表 明 , 通过 参考 商业 化 获 
得 的 IL-33 制备 的 标准 曲线 ， 密 码 子 未 优化 基因 对 比 密码 子 优化 基因 转 染 的 细胞 ,其 细胞 裂 


解 液 和 培养 上 清 中 mIL-33 的 浓度 分 别 为 561. 15 ng/ml 对 1553. 5 ng/ml, LAR 21.97 ng/ml 


X] 78.63 ng/ml). ARERR TARH mIL-33 在 293FT 2 


列 提高 了 3 倍 左右 ， 经 One-way ANOVA 统计 学 比较 分 析 ， 


胞 中 的 表达 水 平 较 之 未 优化 序 
表达 水 平 差异 显著 。 此 外 ， 


培养 上 清 中 检 出 IL-33, 表明 CD8 a 信号 肽 成 功 介 导 了 成 熟 IL-33 分 子 向 细胞 外 的 分 泌 ， 


见 图 7 


ng/ml 


(a) (b) 


7 ELISA 检测 重组 mIL-33 在 293FT 4 


Fig. 7 Detection of the expression and secretion of 


in 293FT cell with ELISA 


(a) Cells transfected with the recombinant plasmids; 


2.4 IL-33 的 生物 学 活性 检测 


中 的 表达 与 分 洲 


recombinant mIL-33 protein 


(b) Culture supernatants 


将 商业 化 途径 获得 的 重组 IL-33 及 真 核 表 达 的 mIL-33 CV ELISA 结果 定量 ) 从 50ng/ 


ml 开始 倍 比 稀 释 ， 刺 激 培 养 的 Raw264. 7 巨星 细胞 ， 通 过 ELISA 检测 培养 上 清 中 产生 的 


TNF-a 水 平 ， 绘 制 其 IL-33 剂量 依赖 的 表达 曲线 。 结 果 显 示 ，IL-33 标准 品 及 重组 表达 的 


IL-33 的 EC50 值 分 别 约 为 3. 037 ng/ml 及 6. 152 ng/ml, 


表明 293FT 细胞 表达 的 IL-33 


成 熟 蛋 白 具 有 细胞 生物 学 活性 。 其 中 重组 表达 的 IL-33 刺激 剂量 依赖 曲线 见 图 8。 
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图 8 ELISA 检测 密码 子 优化 序列 的 mIL-33 刺激 Raw264. 7 细胞 产生 TNF- a 的 剂量 
效应 


Fig 8 Dose dependent production of TNF-a by Raw264. 7 cells stimulated with mIL-33. 


wie 

IL-33 YEA IL-1 家 族 的 细胞 因子 , 在 上 皮 细 胞 和 内 皮 细 胞 的 细胞 核 中 组 成 型 表达 ”, 作 
为 “警报 素 ” 在 细胞 损伤 、 应 激 或 坏死 压力 下 高 表达 并 向 细胞 外 释放 ， 在 固有 免疫 和 适应 性 
免疫 中 发 挥 着 重要 的 调节 作用 。 最 初 的 IL-33 研究 主要 集中 于 过 敏 反应 与 哮喘 等 变态 性 炎症 
疾病 与 动物 模型 ,认为 IL-33 是 Th2 型 应 答 的 关键 驱动 性 细胞 因子 ”。 最 近 有 研究 显示 , IL-33 
在 肿瘤 疫苗 研究 中 显著 增强 Thl 和 CDS T. 的 细胞 免疫 应 答 , 诱 导 抗 肿瘤 免疫 ,此 外 ,IL-33 
信号 传导 也 被 证 明 是 CDS T 细胞 根除 病毒 感染 所 必需 的 ”。 因 此 ，IL-33 具有 多 功能 性 ， 是 
某 些 疾病 中 关键 的 调控 因子 ， 具 有 潜在 的 临床 疾病 干预 靶 点 或 治疗 应 用 前 景 。 

本 研究 着 手 通过 基因 优化 实现 1L-33 在 哺乳 动物 中 的 高 效 表 达 , 为 进一步 在 小 鼠 动物 模 
型 研究 中 了 解 IL-33 的 疫苗 免疫 佐 剂 应 用 以 及 开展 疾病 机 理 研究 莫 定 基础 ,在 不 同 物种 中 编 
码 氨 基 酸 的 密码 子 使 用 的 频率 并 非 平均 分 布 , 绝 大 多 数 生物 倾向 于 优先 利用 密码 子 中 的 一 部 
分 ， 密 码 子 优化 方法 正 是 基于 这 样 的 偏向 性 。 宿 主 细 胞 蛋白 翻译 过 程 中 使 用 的 tRNA 具有 不 
同 的 丰 度 ,对 应 的 密码 子 使 用 频率 高 则 有 利于 蛋白 的 高 水 平 合成 。 以 密码 子 偏好 优化 目的 基 
因 序 列 , 是 最 为 广泛 使 用 的 提高 外 源 基 因 表 达 水 平 的 方法 .同时 , 密码 子 优化 会 改变 mRNA 的 
组 成 及 二 级 结构 ， 影 响 mRNA 的 折合 与 稳定 性 从 而 影响 蛋白 翻译 水 平 。 然 而 ， 以 _ mRNA 二 级 
结构 预测 指导 基因 表达 优化 缺乏 可 靠 的 理论 指导 。 有 文献 报道 通过 自由 能 预测 基因 序列 的 
mRNA 二 级 结构 来 预测 目的 蛋白 的 表达 量 ”， 我 们 对 密码 子 未 优化 和 优化 的 基因 序列 的 GC 
碱 基 含 量 、 分 布 以 及 自由 能 进行 了 分 析 ， 结 果 提 示 ， 一 定 范围 内 降低 自由 能 增强 mRNA 稳定 
性 以 及 GC 碱 基 的 均匀 分 布 或 许 对 蛋白 高 水 平 表 达 有 利 。 另 外 ， 启 动 子 的 应 用 是 外 源 基因 真 


201812.00057v1 


a 
a 


hinaXiv 


C 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


核 表达 的 关键 , 决定 着 转录 水 平 的 高 低 。 然 而, 不 同 的 启动 子 在 不 同 细 胞 中 由 于 受到 甲 基 化 
等 调控 因素 的 影响 ， 可 能 具有 不 同 的 转录 活力 ， 因 此 ， 我 们 检测 了 IL-33 基因 分 别 在 CMV 
启动 子 和 EF-1 a 启动 子 指导 下 、 在 293FT 细胞 中 的 表达 水 平 。 结 果 显 示 ， 这 两 种 启动 子 获 
得 了 相似 水 平 的 高 效 表 达 。 同时 , 我 们 比较 了 两 种 常用 转 染 试剂 Lipofectamine 3000 和 PEI 
转 染 重 组 质粒 至 293FT 细胞 的 转 涩 效率， 通过 共 表达 EGFP 作为 分 子 标记 ， 我 们 有 效 实现 了 
转 染 水 平 的 监测 与 控制 。 图 5 显示 ，1ipofectamine 3000 对 293FT 细胞 有 较 高 的 转 染 效率 ， 
尽管 PEI 效率 稍 低 , 但 由 于 其 价格 便宜 , 我 们 的 实验 为 大 规模 的 细胞 转 染 提供 了 可 能 的 质粒 
转 染 方案 。 此 外 ， 我 们 用 Western 证 明 表 达 的 IL-33 分 子 量 正确 ， 以 ELISA 显示 在 CD8a fii 
号 肽 引导 下 成 熟 的 1L-33 获得 了 分 泌 表 达 。 有 文献 报道 “， 利 用 IgE 信号 肽 引导 成 熟 1L-33 
以 及 直接 以 全 长 的 IL-33 在 人 横 纹 肌肉 瘤 (RD) 细胞 中 进行 表达 , 在 培养 上 清 液 中 含有 浓度 
分 别 为 约 20, 000pg / ml 和 600pg / ml 的 重组 IL-33。 与 之 相 比 ， 我 们 未 优化 的 序列 在 CD8 
a 信号 肽 引导 下 分 泌 表 达 水 平 为 21. 97 ng/ml， 与 该 文献 报道 相似 ， 提 示 不 同 信号 肽 未 显著 
影响 表达 水 平 ， 而 我 们 优化 序列 的 IL-33 分 泌 表 达 量 达 78. 63 ng/ml， 显 著 高 于 未 优化 序列 
及 该 文 报 道 , 表明 密码 子 优化 是 有 效 的 提高 异 源 基 因 表 达 的 手段 。 进一步 的 , 我 们 以 表达 的 
IL-33 刺激 培养 的 RAW264. 7 巨星 细胞 ， 通过 ELISA 检测 上 清 中 TNF-a 的 表达 水 平 , 表明 
293FT 细胞 表达 的 IL-33 成 熟 蛋白 具有 生物 活性 。 

综 上 所 述 , 本 研究 立足 于 哺乳 动物 表达 系统 ,通过 密码 子 优化 成 功 构 建 了 高 效 分 泌 表 达 
IL-33 成 熟 蛋白 的 pBudCE4. 1 真 核 表达 质粒 ， 为 进一步 研究 1L-33 的 功能 和 免疫 佐 剂 的 活性 
芮 定 了 基础 ， 而 相关 表达 尝试 工作 为 外 源 基因 在 哺乳 动物 细胞 中 的 高 效 表 达 提 供 了 参考 。 
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Efficient Secretory Expression of Optimized Mouse Interleukin-33 Gene in 
Mammalian Cells 

Abstrast Objective: Interleukin (IL)-33 has important immunoregulatory effects and 
plays an important role in the disease. The aim of this paper is to achieve 
high-efficient expression of IL-33 in mammalian cells through gene optimization, 
and provide an important basis for disease mechanism research and vaccine 
immunoadjuvant application. Methods: The gene optimization for mammalian cell 
expression was carried out according to codon preference. The optimized and not 
optimized mIL-33 gene sequences were chemically synthesized. The human CD84 signal 
peptide sequence was ligated to 5' end of the mIL-33 genes and led to fused 
CD8 a *mIL-33 (Not optimized) and CD8 a *mIL-33 (optimized) gene fragments by bridge 
PCR. The gene sequences of CD8 a * mIL-33 (Not optimized) or CD8 a *mIL-33 (optimized) 
and EGFP expressing green fluorescent protein were respectively constructed into 


different expression units of plasmid pBudCE4. 1 which has double expression units, 


and then 293FT cells were transfected with the recombinant plasmids using 
lipofectamine 3000 or PEI. The expression of recombinant proteins was detected by 
Western blot and ELISA. The expressed mIL-33s were used to stimulate macrophage 


Raw264. 7, and the TNFa level of the culture supernatant was detected by ELISA to 


confirm the biological activity of expressed products. Results: The constructed 
recombinant plasmids were confirmed by restriction endonuclease digestion and 
sequencing analyses. The transfection efficiency of lipofectamine 3000 was higher 
than that of PEI. Western blot and ELISA showed higher levels of expression and 
secretion of IL-33 using optimized gene version. The expression level of mIL-33 in 
293FT cells under the control of EF- 1a promoter or CMV promoter was comparable. 
Expressed mIL-33 showed dose-dependent biological activity to stimulate TNF- a 
production in RAW264. 7. Conclusion: The codon optimization significantly improved 
the secretory expression of mIL-33 with biological activity in mammalian cells, 


which laid a foundation for further research. 
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